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摘要 :【 目 的] 对 中 华 按 蚊 Anopheles sinensis 谷 胱 甘 肽 -S$- 转 移 酶 E6(AsGSTE6 ) 进行 初步 晶体 学 研 
究 , 为 深入 研究 其 空间 结构 黄 定 基础 。【 方 法 】 利 用 生物 信息 学 软件 ,首先 对 中 华 按 明 AsGSTE6 进 
行 生 物 信息 学 预测 和 分 析 ; 然后 进行 分 子 克 隆 , 构建 重组 子 pET28a-AsGSTe6 ; 利用 大 肠 杆 菌 
Escherichia coli 原核 表达 系统 进行 诱导 表达 ;采用 Ni-NTA 金属 孝 合 层 析 和 葡 聚 糖 凝 胶 层 析 的 方法 
对 重组 蛋白 进行 纯化 ;通过 葡 聚 糖 凝 胶 层 析 和 化 学 交 联 的 结果 分 析 蛋 和 白 的 聚合 状态 ;运用 坐 滴 蒸 气 
扩散 法 对 重组 蛋白 进行 结晶 筛选 。【 结果 】 生 物 信 息 学 分 析 结果 表明 ,AsGSTE6 分 子 量 为 25.28 kD, 
无 信号 肽 和 跨 膜 区 ,是 亲 水 性 蛋白 ;三 级 结构 预测 结果 显示 ,AsGSTE6 主要 由 一 个 小 的 BaBaBBa 
Afr ABE N 端 结构 域 和 一 个 大 的 全 螺旋 的 C 端 结构 域 组 成 。 多 重 序列 比 对 结果 表明 ,在 不 同 昆 
XP GSTE6 具有 高 度 保守 性 。 分 子 克隆 得 到 中 华 按 暑 AsGSTE6 的 编码 基因 AsGSTe6 序列 ,大 小 为 
672 bp。 在 大 肠 杆 菌 中 AsGSTE6 主要 在 上 清 中 有 大 量 表达 ,为 可 溶性 表达 ;通过 镍 柱 亲 和 层 析 和 
凝 胶 过 滤 层 析 纯 化 出 了 高 纯度 且 稳 定 的 AsGSTE6 重组 蛋白 ; 凝 胶 过 滤 层 析 结 合 化 学 交 联 的 结果 证 
实体 外 纯化 的 融合 蛋白 AsGSTE6 主要 呈 二 聚 体 状 态 ; 通 过 晶体 筛选 获得 了 AsGSTE6 的 晶体 。[【 结 
论 】 运 用 结晶 学 的 方法 获得 了 AsGSTE6 的 晶体 ,这 为 后 续 解 析 AsGSTE6 的 三 维 结构 黄 定 了 基础 。 
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Expression, purification and crystallization of the  glutathione-S- 


transferase E6 ( ASGSTE6) from Anopheles sinensis ( Diptera: Culicidae ) 
MIAO Ya, ZHANG Tian-Tian, XU Bo-Ying', CHEN Bin' ( Chongqing Key Laboratory of Vector 
Insects, Institute of Insect and Molecular Biology, Chongqing Normal University, Chongqing 401331, 
China) 

Abstract: [ Aim] This study aims to explore the structure of the glutathione-S-transferase E6 
( AsGSTEG6) from Anopheles sinensis based on its preliminary crystallography. [Methods] AsGSTE6 was 
predicted and analyzed by bioinformatics method. AsGSTe6 was cloned, and the recombinant plasmid 
pET28a-AsGSTe6 was constructed and expressed in prokaryotic expression system. The recombinant 
protein was purified with nickel chelate affinity chromatography and gel filtration chromatography. The 
polymerization state of AsGSTEG was detected by gel filtration chromatography and chemical crosslinking 
analysis. Crystal screening was performed by sitting drop vapor diffusion techniques. [ Results ] 
Bioinformatic analysis revealed that AsGSTE6 is a hydrophilic protein with the calculated molecular 


weight of 25. 28 kD, without transmembrane regions and signal peptides in the amino acid sequence. The 
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3D structural prediction showed that AsCSTE6 contains a small N-terminal domain following a BaBaBBa 


pattern and a large C-terminal all-a domain. The result of multiple sequence alignment demonstrated that 


GSTE6 proteins are highly conserved in insects. The 672 bp coding sequence of AsGSTe6 was cloned, 


and the recombinant plasmid pET28a-AsGSTe6 was constructed correctly. The recombinant protein 


AsGSTE6 was expressed in soluble form in Escherichia coli. And then the highly purified and stable 


protein was obtained with two step affinity chromatography. Gel filtration chromatography and chemical 


crosslinking analysis showed that AsGSTE6 mainly existed as dimer in vitro. Finally, the protein crystals 


of AsGSTE6 were obtained by crystal screening. [Conclusion] Crystals of AsGSTE6 have been obtained 


by methods of crystallography, which lays the foundation for 3D structure determination of AsGSTEO. 
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蚊虫 是 世界 上 最 致命 的 动物 类 群 ,它们 能 够 传 
播 多 种 人 类 疾病 ,目前 人 类 对 蚊虫 的 控制 仍 主要 是 
施用 杀 虫 剂 。1955 年 世界 卫生 组 织 决 定 , 通 过 喷洒 
DDT 在 全 球根 除 症 疾 ( 刘 斯 璐 等 , 2011 ) 。 虽 然 传 
症 蚊 虫 得 到 了 有 效 控制 ,但 由 于 不 加 节制 大 面积 地 
滥用 DDT, 导 致 蚊虫 抗 药 性 的 产生 。 当 换 用 有 机 磷 
杀 虫 剂 . 拟 除虫菊 酯 、 氨 基 甲 酸 酯 等 其 他 杀 虫 剂 时 ， 
蚊虫 的 抗 药 性 也 急剧 增强 ( 田 永 清 和 徐 汉 虹 ,2003，; 
吕 敏 等 , 2003) 。 为 了 有 效 地 控制 蚊虫 ,人 类 急切 地 
想 弄 清 蚊虫 抗 药 性 的 机 制 以 及 合理 的 抗 性 治理 策 
略 , 只 有 这 样 才能 预防 并 开发 新 的 药物 来 控制 传播 
疾病 的 媒介 蚊虫 。 

目前 的 研究 表明 ,蚊虫 的 抗 药性 有 几 种 一 一 行 
为 抗 性 、 生 理 抗 性 、 生 化 抗 性 ,其 中 生化 抗 性 在 蚊虫 
抗 药性 形成 中 起 着 主要 作用 ,主要 有 两 种 机 制 : 靶 标 
位 点 不 敏感 性 和 代谢 抗 性 ( 李 永 强 , 2012; 阮 成 龙 
等 , 2012)。 蚊 虫 对 异 生 质 的 代谢 ,其 中 一 个 重要 步 
又 是 通过 二 相 酶 催化 活化 后 的 异 生 质 与 内 生 的 水 溶 
性 底 物 握 和 ,从 而 将 难 洲 的 异 生 质变 得 易 涂 低 毒 ,如 
谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 催化 谷 胱 甘 肽 与 异 生 质 的 恩 和 
(Sheehan et al., 2001) 。 

45 BE H RK-S-P E M jc — 28 — Ms E E LZ 
的 多 功能 蛋白 ,依据 GSTs 调节 大 部 分 特异 性 底 物 
所 具有 的 不 同 催化 活性 , 将 GSTs 分 为 Delta， 
Epsilon, Sigma, Omega, Theta, Zeta 家 族 和 未 知 家 
族 , 其 中 Delta 和 Epsilon 家 族 仅 存在 于 昆虫 中 ( Ding 
et al., 2003; Lumjuan et al., 2007), AsGSTE6 即 为 
中 华 按 蚊 Epsilon 家 族 中 的 第 6 个 成 员 (Enayati et 
al., 2005) 。 

中 华 按 蚊 Anopheles sinensis 是 传播 症 疾 和 马 来 
丝 虫 病 等 蚊 媒 病 的 重要 媒介 之 一 (Chang et al., 
2014) 。 本 研究 以 中 华 按 蚊 为 研究 对 象 ,基于 前 期 































































































glutathione-S-transferases ; 


AsGSTEÓ; 


prokaryotic | expression; 


测序 获得 的 中 华 按 蚊 基 因 组 和 转录 组 数据 ,以 及 中 
华 按 蚊 GST 基因 在 不 同 地 区 野外 抗 性 与 感性 的 表 
达 谱 数据 ,初步 筛选 出 可 能 在 中 华 按 蚊 杀 虫 剂 抗 性 
中 起 重要 作用 的 GST 基因 必 CS7e6 。 通 过 对 其 进行 
生物 信息 学 分 析 、 分 子 克隆 表达、 纯化 和 初步 的 唱 
体 初 筛 , 旨 在 获得 AsGSTE6 的 晶体 ,为 后 续 解 析 
AsGSTE6 的 晶体 结构 ,在 原子 分 辩 率 水 平 上 直观 分 
析 AsGSTE6 与 底 物 杀 虫 剂 的 互 作 以 及 序列 突变 导 
致 的 影响 ,揭示 GST 参与 代谢 抗 性 的 分 子 机 理 黄 定 
基础 。 






































1 材料 与 方法 


1.1 基因 组 .菌株 .质粒 和 主要 试剂 

本 实验 所 用 中 华 按 蚊 饲养 于 重庆 师范 大 学 昆虫 
与 分 子 生 物 学 人 研究 所 。 大 上 肠 杆菌 Escherichia coli 
BL21( DE3) 品系 和 原核 表达 载体 pET-28a 为 本 所 自 
备 保存 , 限制 性 内 切 酶 BamH I 和 Hind 亚 为 
TaKaRa 公司 产品 ;10 x T4 Buffer 和 Fast Pfu 酶 为 
Fermentas 公司 产品 ;高 纯度 质粒 小 提 试 剂 盒 和 快速 
琼脂 糖 凝 胶 DNA. 回收 试剂 盒 为 北京 康 为 世纪 生物 
科技 有 限 公 司 产品 ;RNA 反 转 录 试 剂 盒 (First strand 
cDNA Synthesis Kit) 是 Thermo Scientific 公司 产品 ; 
Ni-NTA 亲 和 层 析 柱 空 柱 、 超 滤 管 购 自 上 海 生 工 生物 
工程 技术 服务 有 限 公 司 ;分 子 第 HiPrep 16/60 
Sephacryl S-200 HR 购 自 GE Healthcare 公司 ; 其余 
试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 
1.2 中华 按 蚊 AsGSTe6 的 克隆 与 序列 特征 分 析 

中 华 按 蚊 基因 组 序列 测 自 于 重庆 师范 大 学 昆虫 
与 分 子 生物 学 研究 所 ,中 华 按 蚊 GSTe6 基因 序列 是 
基于 本 所 测 得 的 中 华 按 蚊 基因 组 数据 分 析 而 得 。 

使 用 在 线 软件 ExPASy 中 的 ProtParam (http: // 
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web. expasy. org/ protparam/ ) ,分 析 AsGSTE6 氨基 酸 
序列 得 出 蛋白 质 的 分 子 量 、 等 电 点 吸光 值 等 理化 性 
质 ;AsGSTE6 蛋白 的 信号 肽 预测 使 用 SignalP4. 1 在 
线 软 件 (http: // www. cbs. dtu. dk/services/ 
SignalP/) ; AsGSTE6 蛋白 质 跨 膜 区 的 预测 使 用 
TMHMM 在 线 软 件 (http: // www. cbs. dtu. dk/ 
service/ TMHMM/ ) ; 疏水 区 使 用 ProtScale 在 线 软 件 
(http : /www. expasy. org/cgi-bin/protscale. pl) 预测 ; 
通过 SSPro4. 0 在 线 软件 ( https :/// npsa-prabi. ibep. 


























45 min 后 ,将 菌 液 全 部 加 入 3 mL 含有 卡 那 霉 素 
(0.06 mg) 的 2xYT 培 养 基 中 过 夜 培养 。 吸 取 0.5 
mL 过夜 培 养 的 菌 液 接种 于 10 mL 含有 卡 那 霉 素 
(0.3 mg) 的 2xYT 培养 液 中 , 待 菌 体 0D6w 值 培养 
到 达 0.6 ~0.8 时 ,加 入 10 uL IPTG(0.2 mol/L) ,分 
别 在 37% 和 16% 下 诱导 表达 4 h 和 20 h, 诱导 表 
达 结 束 后 ,4 000 r/min 离心 10 min , 倒 掉 培 养 液 ,将 
沉 在 管 底 的 菌 液 用 1 mL Buffer (20 mmol/L Tris- 
HCl, 200 mmol/L NaCl, pH 8.5 ) 吹 吸 均匀 。 超 声 破 











fi/NPSA/npsa, seccons. html) 对 AsGSTE6 和 蛋白 的 二 
级 结构 进行 预测 ;蛋白 三 级 结构 通过 SWISS-MODEL 
在 线 软 件 ( https: // swissmodel. expasy. org/ 
interactive ) 预测 ; AsGSTE6 与 其 他 物种 同 源 序列 的 
比 对 分 析 采 用 在 线 比 对 工具 Multalin (http: // 
multalin. toulouse. inra. fr/multalin/ ) 及 ESPript 3. 0 
(http: // espript. ibep. fr/ESPript/cgi-bin/ESPript. 
cgi) 完成 。 

1.3 重组 质粒 的 构建 

根据 分 析 获 得 的 AsGSTeG 基因 的 编码 区 序列 ， 
采用 Primer Premier5.0 软件 设计 引物 :上 游 P1: 5'- 
CGCGGATCCATGTCTCGCA AGCA ACCGAT-3' (下 划 
线 部 分 为 BamH 1 酶 切 位 点 ) ,下 游 PP:5 -CCCAA 
GCTTTCATTTGTTGCTCGCTTGA C-3' (下划线 部 分 为 
Hind 亚 酶 切 位 点 ) 。 引 物 由 上 海 生 工 生物 工程 技术 
服务 有 限 公司 合 成 。 

提取 中 华 按 蚊 总 RNA, 反 转录 为 cDNA ,以 此 
cDNA 为 模板 ,Pl 和 P2 为 引物 扩 增 AsGSTe6 的 基因 
序列 。PCR 扩 增 体系 25 uL: 5 x buffer 5 uL, 2. 5 
pmol/L dNTPs 2 uL, 10 pmol/L P1 和 了 P2 各 1 uL, 
5 U/uL Fast pfu [f$ 0. 5 uL, ddH,O 15. 5 uL, PCR 
扩 增 条 件 : 95Y 预 变性 5 min; 95% 45 s, 60C 45 
s,72% 1. 5 min, 共 30 个 循环 ; 最 后 72% 延伸 10 
min, PCR 产物 经 1% 琉 脂 糖 凝 胶 电 泳 鉴定 分 析 , 切 
胶 回 收 目的 片段 。 

将 PCR 回收 产物 与 表达 载体 pET-28a 分 别 经 
BamH | il Hind. 亚 双 酶 切 并 回收 后 ,用 TI4 DNA 连 
接 酶 于 4% 连接 过 夜 。 连 接 产物 转化 至 大 肠 杆 菌 感 
受 态 TOPIO 细胞 中 ,经 卡 那 霉 素 抗 性 筛选 ,挑选 阳 
性 单 菌落 ,进行 菌 液 PCR 和 双 酶 切 鉴 定 。 鉴 定 正确 
的 质粒 pET28a-AsGSTe6 送 上 海 生 工 生 物 工程 技术 
服务 有 限 公 司 测序 。 

1.4 AsGSTE6 重组 蛋白 的 检测 表达 和 纯化 

将 构建 成 功 的 重组 质粒 转化 到 大 肠 杆菌 BL21 

( DE3 ) 感受 态 细胞 中 ,37%C 200 r/min FH RIY JA 


























碎 ( 功 率 400 W, 超 声 2 s, HE3 s, CE 10 min) 后 ， 
12 000 r/min 离心 10 min ,分 别 收集 上 清和 沉淀 , 进 
行 SDS-PAGE 分 析 。 

依据 摸索 的 蛋白 表达 条 件 ,对 AsGSTE6 蛋白 进 
行 过 量 表 达 后 ,16% 7 000 rmin ,离心 10 min WA o 
接着 每 500 mL 菌 体 加 入 30 mL 预 冷 的 重 悬 菌 体 组 
冲 液 (20 mmol/L Tris-HCl, 200 mmol/L NaCl, pH 
8.5) 吹 吸 均匀 无 块 状 , 将 菌 液 用 液 气 反复 冻 融 3 次 
后 , 冰 浴 超声 破碎 (功率 400. W, 超 声 1 s, [8] 83 s, 
工作 时 间 30 min ) 。 结 束 后 12 000 r/min 4'C 离心 
30 min, 取 上 清 进 行 镍 柱 纯 化 。 首 先 用 结合 缓冲 液 
(20 mmol/L Tris-HCl, 200 mmol/L NaCl, pH 8.5) 
平衡 镍 柱 , 上 样 后 ,分 别 用 体积 均 为 10 mL, 含 浓度 
为 0, 10, 20, 50, 100, 250 和 500 mmol/L 咪唑 的 
结合 缓冲 液 分 别 洗 脱 上 清 蛋 白 ; 取 流 穿 样品 进行 
SDS-PAGE 分 析 , 找 出 洗 脱 杂 和 蛋白 的 适宜 咪唑 浓度 。 
摸索 出 合适 的 咪唑 梯度 洗 脱 杂 蛋白 后 ,最 终 用 含 
500 mmol/L 咪唑 的 结合 缓冲 液 洗 脱 目的 和 蛋白。 

将 最 后 洗 脱 的 AsGSTEG 蛋白 采用 凝 受过 滤 层 
析 法 (也 称 分 子 筛 层 析 ，SEC ) 进行 精细 纯化 。 即 用 
HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 HR 层 析 柱 纯化 ,纯化 
所 用 缓冲 液 为 20 mmol/L Tris-HCl, 200 mmol/L 
NaCl, pH 8.5。 分 步 收集 蛋白 样品 。 根 据 蛋 白 大 小 
和 出 峰 位 置 比 对 ,收取 目的 蛋白 进行 SDS-PAGE 
检测 。 
1.5 ”蛋白 聚合 状态 的 化 学 交 联 法 测定 

化 学 交 联 是 在 蛋白 质 样品 中 加 入 适量 的 化 学 交 
联 剂 (chemical cross-linker) 使 蛋白 质 内 部 或 不 同和 蛋 
白质 之 间 发 生 交 联 反应 ,形成 稳定 的 蛋白 -蛋白 相互 
作用 。 其 中 ,甲醛 (formaldehyde) 是 一 种 常用 的 化 学 
交 联 剂 , 为 了 验证 目的 蛋白 GSTE6 在 体外 可 能 的 聚 
集 形式 ,我们 选择 甲醛 作为 交 联 剂 来 验证 猜测 ,具体 
方法 如 下 : 

化 学 交 联 法 分 为 4 个 小 组 ,每 个 小 组 含 2 个 
1.5 mL 离心 管 , 即 1 号 和 2 号 管 ,在 所 有 的 1 号 管 
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中 加 入 20 uL 0. 48 mg/mL 的 AsGSTE6 蛋白 和 20 
uL PBS 缓冲 液 ,所 有 的 2 号 管 中 加 入 20 pL 0. 48 
mg/mL 的 AsGSTE6 蛋白 和 20 pL 296 的 甲醛 , 均 放 
入 25 人 恒温 水 浴 锅 中 水 浴 加 热 , 第 1 组 加 热 10 
min, 第 2 组 加 热 30 min, 第 3 组 加 热 60 min, 第 4 组 
加 热 120 min, 每 组 反应 到 时 间 后 ,加 入 0. 8 pL 
1 mol/L Tris-HCl, pH 8.0 和 8 uL 和 蛋白 上 样 缓冲 液 ， 
进行 SDS-PAGE 检测 ,上 样 量 为 15 pL。 
1.6 AsGSTE6 蛋白 质 的 结晶 

利用 超 滤 管 (截流 大 小 10 kD ) 将 分 子 第 纯化 后 
的 AsGSTE6 蛋白 浓缩 至 10 mg/mL, ,使 用 Hampton 
Research Zi HJ ES £5 à 5X8] & Index" " -HR2-144 
(Index ), Crystal Sereen"-HR2-110 ( Kit I ) 和 
Crystal Screen 2""-HR2-112 (Kit. II) ,在 16% 恒温 条 
fF PARJH Aii UR GE GT i MI 9 , BIE 96 FL 
坐 滴 结 晶 板 中 加 入 100 pL 结晶 下 酸 液 ,上 样 孔 中 加 

































































对 AsGSTEG 氨基 酸 序 列 ,使 用 ExPASy 蛋白 组 
学 分 析 在 线 软件 分 析 ,得 出 该 蛋白 质 无 信号 肽 ,无 跨 
膜 区 ,无 明显 疏 水 区 ,为 亲 水 性 蛋白 。 
2.1.2  AsGSTEG 与 其 同 源 序列 的 多 重 比 对 :经 
NCBI Blast 比 对 后 发 现 , AsGSTE6 与 冈比亚 按 蚊 
Anopheles gambiae GSTEI ( GenBank 登录 号: 
AAL59655. 1) 棉铃 虫 Helicoverpa armigera GSTD3 
(GenBank 登录 号 : AIB07714. 1), Hz UR ow 
Drosophila melanogaster CSTE1 ( GenBank 登录 号 : 
NP. 611323. 1) IWAK Tribolium castaneum GSTI 
(GenBank 登录 号 : XP. 966966. 2). Z% WB Musca 
domestica GST1 ( GenBank 登录 号 : XP. 005183763. 1) , 
TESTE FH rt. Leptinotarsa decemli GST1 ( GenBank X* 
3€ 5. ABK20175. 1) /N i Plutella xylostella GST3 
(GenBank 登录 号 : AAC35245. 1) , Z& Æ Bombyx 
mori GSTES (GenBank 登录 号 : NP. 001108464. 1) , 
Æ KU. Locusta migratoria GSTE1 ( GenBank 登录 






































入 1 pL AsGSTE6 蛋白 ,再 加 入 1 pL 相对 应 的 下 模 
液 进行 覆盖 ,密封 后 于 16 民 静 置 培养 。 








2 结 


2.1 AsGSTE6 的 生物 信息 学 分 析 

2.1.1 理化 性 质 分 析 : 使 用 ExPASy 蛋白 组 学 分 析 
软件 中 的 Translate 软件 (http: // web. expasy. org/ 
translate/ ) 将 该 cDNA 序列 转化 成 氨基 酸 序列 ,通过 
Translate 软件 ,输入 AsGSTE6 氨基 酸 序列 (http:/ 
web. expasy. org/protparam/ ) 可 以 得 出 AsGSTE6 的 
理化 性 质 ( 表 1) ,其 中 在 AsGSTE6 的 氨基 酸 中 , 亮 
氨 酸 (Leu) 最 多 ,出 现 了 30 次 , 占 总 编码 氨基 酸 次 
数 的 13.5% 。 


表 1 AsGSTEG 理化 性 质 
Table 1 Physical and chemical properties of AsGSTE6 




















理化 性 质 Physico-chemical properties ”预测 结果 Predicted outcome 


分 子 式 Molecular formula C1136 H1822 N310 0331 55 











分 子 质量 Molecular weight (kD) 25.28 
AZ X Number of amino acids 223 
等 电 点 Isoelectric point 7.76 


化 型 Oxidized form; 0.694 


des 
A 

吸光 值 Absorbance (0. 1% 

GIE Absorbance: 人 2 还 原型 Reduced form; 0.689 


























负电 荷 残 基 Asp + Glu 27 
正 电荷 残 基 Arg + Lys 28 
平均 亲 水 系数 Average hydrophilicity -0.093 
不 稳定 系数 mstability index 42. 99 
脂肪 系数 Aliphatic index 105.43 


号 : AHCO8046. 1) 的 氮 基 酸 序列 一 致 性 分 别 为 
69% , 3396, 40% , 36% , 3996 , 3696 , 3496 , 37% 
和 36% 。 将 这 些 相似 性 较 高 物种 的 氨基 酸 序列 在 
线 比 对 后 获得 GSTE6 氨基 酸 多 重 序列 比 对 图 (图 
1)。 结 果 发 现 它 们 的 保守 性 较 高 ,并 且 稳 定 GSH 结 
合 位 点 的 残 基 ( Ser14，Prol15，His43 $) 和 直接 结合 
GSH f] X RE SE dE (1le57, Asp69, Se70 等 ) 都 较 保 
守 。 而 依据 冈比亚 按 蚊 推测 的 结合 杀 虫 剂 DDT 的 
关键 残 基 (Serl06，Alal11，Leul13 Argll4 等 ) 也 
相对 保守 (Wang et al., 2008) 。 

2.1.3 结构 预测 :对 AsGSTEG 蛋白 运用 PSIPRED 
v3.3 在 线 软件 进行 二 级 结构 预测 ,结果 表明 ， 
AsGSTE6 蛋白 a- 螺 旋 占 40. 36%, 延伸 链 占 
11.21% ,无 规则 卷曲 占 48. 43% 。 通 过 在 RCSB 
Protein Data Bank 网 站 中 在 线 搜索 , 找 出 冈比亚 按 蚊 
的 一 个 AgGSTE2 (PDB:2IL3 ) ( Wang et al., 2008 ) 
与 AsGSTF6 的 同 源 性 最 高 ,序列 一 致 性 是 90/199 
(4596) 。 选 取 AgGSTE2 的 结构 作为 同 源 建 模 的 模 
板 , 通过 SWISS-MODEL 同 源 建 模 , 预测 得 到 
AsGSTE6 蛋白 质 的 三 级 结构 (图 2) 。AsCSTE6 包含 
223 个 残 基 ,被 分 为 两 个 不 同 的 结构 域 和 一 个 连接 
[X , 即 一 个 小 的 N 端 即 氨基 端 结构 域 ( 第 1 -80 位 
残 基 ) ,一 个 连接 区 域 (第 81 -91 位 残 基 ) 和 一 个 大 
的 C 端 即 羧基 端 结构 域 (第 92 - 223 位 残 基 )。N 
端 结构 域 采取 的 是 一 个 BaBaBBa PARR, Hh 
于 中 心 的 4 个 混合 B- 折 对 片 组 成 , 它 的 一 侧 是 H1 
和 H3 螺旋 , 另 一 侧 是 H2 螺旋 ,其 中 B3 反 向 平行 于 
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AsGSTE6 E INSVLFFES| 
AgGSTEI E INAALFFES 
DmGSTEI Al VNORLFFDA 
TcGSTI K IDQRLHFES 
MdGSTI L IVDARLHFDS| 
LdGSTI E INQRMYFDQ 
HaGSTD3 K VDOKLFFDS 
PxGST3 K IVDOKLYLDATILFPRL 
BmGSTES K| IDORLHFDS 
LmGSTEI EQ IVDORLYFDA 
A 
130 150 
AsGSTE6 PE EINLIK RAJAD] -.[]b|vvvGDRLT 
AgGSTEI PE QRAÍTIE .lSiEY VAGDQLT 
DmGSTEI Plo EIK|LID AV|H|O NSIPYLAGDSLT 
TeGSTI EE KNIOK GIVIIIE GRKWVAGDFKS 
MdGSTI S|r DIKIT A Y T|OK DHP|YVCGDELT 
LdGSTI! S|K D|F|I ARI|T|E N|S'TIY VAGEELS 
HaGSTD3 ElQ DLI|E[EA TYIAADHVT 
PxGST3 s|D KDIIE 思 TISKYLAGDQLS 
BmGSTES RIP AKI|KSA .|SD|WIAGDEFS 
LmGSTEI DR D A/I|Y|EA PINGWAAGERAT 
160 210 
AsGSTE6 GILKAAAFLMHT 
AgGSTEI GGLKAAGELMQT 
DmGSTEI PAQSYVAFLRS 
TeGSTI VQEMADMINS 
MdGSTI GAEELKRIFKE 
LdGSTI IGVDKLAAAIKS 
HaGSTD3 IGEKLVIIEWLAK 
PxGST3 IGVTOSGOWITS 
BmGSTES5 IGLLOFREJIFKN 
LmGSTEI! V! IGEKLIGD|GIKN 
À AÀ 
图 1 AsGSTE6 与 其 他 昆虫 同 源 蛋 白 的 序列 比 对 
Fig. 1 Multiple sequence alignment of AsGSTE6 with homologous proteins from other insects 





蛋白 来 源 及 其 GenBank 登录 号 Origin species of proteins and their GenBank accession numbers; 中 华 按 蚊 Anopheles sinensis; [X] EG E Til. Anopheles 
gambiae ( AALS9655. 1) ; JERI Drosophila melanogaster ( NP. 611323. 1) ; 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum ( XP, 966966. 2) ; 家 晶 Musca 
domestica ( XP. 005183763. 1) ; 3t 3E HH E Leptinotarsa decemlineata ( ABK20175. 1) ; 棉铃 虫 Helicoverpa armigera ( AIBO7714. 1) ; 小 菜 蛾 Plutella 
xylostella ( AAC35245.1); 家 看 Bombyx mori ( NP. 001108464. 1) ; 东亚 飞 蝗 Locusta migratoria ( AHC08046. 1). 红 五 星 表示 GSH 结合 位 点 的 关 






































键 残 基 , 蓝 五 星 表示 稳定 GSH 结合 位 点 的 残 基 , 红 三 角 表 示 推 测 的 DDT 

















结合 位 点 的 关键 残 基 , 高 度 保守 的 氨基 酸 残 基 显 示 为 红色 。The key 


residues of binding sites of GSH are marked with red asterisks. The residues stabilizing the GSH-binding sites are marked with blue asterisks. The putative 


key residues of binding sites of DDT are denoted by red triangles. Highly conserved residues are colored in red. 


B1,B2 和 B4, C 端 结构 域 由 一 个 5 股 右手 螺旋 束 
构成 , 即 螺旋 H4, H5, H6, H7 和 H8, 其 中 螺旋 H4 
于 H5 的 反 平行 位 置 。 
2.2 AsGSTe6 基因 的 克隆 和 重组 表达 质粒 的 鉴定 
PCR 扩 增 产物 经 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 , 可 
见 在 约 500 ~ 750 bp 之 间 有 特异 性 条 带 , 大 小 与 预 
期 (672 bp) 相符 。 将 菌 液 PCR 鉴定 正确 的 重组 表 
达 质 粒 经 BamH I 和 Hind BL RE] E, n] UL 24 
672 bp 的 目的 基因 片段 。 测 序 结果 正确 ,表明 重组 
表达 质粒 pET28a-4sGSTe6 构建 正确 。 
2.3 AsGSTE6 重组 表达 产物 的 鉴定 
AsGSTE6 重组 表达 产物 经 SDS-PAGE 分 析 显 
示 , 在 37% 和 16% 下 诱导 的 菌 体 在 约 25 kD 处 均 有 








大 量 的 蛋白 表达 , 且 是 在 蛋白 上 清 中 有 表达 ,表明 目 
的 蛋白 是 以 可 溶性 形式 表达 , 故 下 一 次 可 在 37%C 下 
诱导 重组 蛋白 表达 。 
2.4 重组 蛋白 AsGSTE6 的 纯化 

配制 不 同 咪 唑 梯度 洗 脱 杂 和 蛋白, 通过 SDS- 
PAGE 分 析 , 可 以 看 出 在 25. 0 kD 附近 有 明显 的 条 
带 , 大 小 与 预期 的 25. 28 kD 相符 ,可 以 得 出 对 于 
Hise-GSTE6 来 说 , 镍 柱 粗 纯 化 的 条 件 可 设置 为 20 
mL 结合 缓冲 液 (20 mmol/L Tris-HCl pH 8. 5, 200 
mmol/L NaCl) 和 30 mL 含 20 mmol/L 咪 哗 的 结合 
缓冲 液 洗 脱 杂 蛋白 ,最 后 6 mL 含 500 mmol/L 咪唑 
的 结合 缓冲 液 洗 脱 目 的 蛋白 (图 3)。 
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Cüm C terminus 





2 预测 的 AsGSTE6 三 级 结构 的 拓扑 图 (A) RUSUE d (B) 
Fig. 2 The predicted topology structure (A) and ribbon diagram (B) of AsGSTE6 
氨基 端的 结构 域 用 品 红 表示 ,羧基 端的 结构 域 用 绿色 表示 ,两 个 结构 域 间 的 连接 区 用 蓝 色 表示 ,H 表示 a 螺旋 ,B 表示 B HÆ. The N-terminal 


domain is colored in magenta and C-terminal domain in green, the linker between the two domains is colored in blue, H represents o-helix and B 








represents B-strands. 





图 3 














1 M 2 3 4 3 6 7 8 9 
Hs M 


组 蛋白 AsGSTE6 的 镍 柱 纯 化 





Fig. 3 SDS-PAGE analysis of the recombinant protein AsGSTE6 after Ni-NTA 
M: 蛋白 分 子 量 标准 物 Protein molecular weight marker; 1 : 超声 破碎 后 的 上 清 Supernatant after ultrasonication; 2 : 蛋白 上 清 过 柱 后 的 流 穿 液 The 
flow-through solution of supernatant after column binding; 3: 结合 缓冲 液 过 柱 后 的 洗 脱 液 Eluent of binding buffer after column binding; 4 -9: 分 别 含 
10, 20, 50, 100, 250 和 500 mmol/L 咪唑 的 结合 缓冲 液 过 柱 后 的 洗 脱 液 Eluant of binding buffer containing 10, 20, 50, 100, 250 and 500 mmol/ 





L imidazole after column binding, respectively. 


将 通过 Ni-NTA 洗 脱 的 目的 蛋白 进行 
Sephacryl"" S-200HR 凝 胶 层 析 纯 化 , 凝 胶 层 析 图 谱 
显示 ,在 20 mmol/L Tris-HCl pH 8. 5, 200 mmol/L 
NaCl 的 条 件 下 ,目的 蛋白 纯化 效果 较 好 ,以 单 峰 形 
式 存在 ,对 称 性 较 好 ,说 明 纯化 后 的 AsGSTE6 蛋白 
聚合 状态 很 均一 。 大 约 在 60 mL 位 置 左右 出 峰 , 估 
计 其 为 二 聚 体 (图 4: A)。 根 据 分 子 筛 的 出 峰 位 置 
选取 第 41 ~ 48 号 管 的 蛋白 ,通过 SDS-PAGE 分 析 表 
明 ,纯化 后 的 重组 蛋白 纯度 较 高 ,几乎 没有 杂 和 蛋白 
(图 4: B). 














2.5 AsGSTE6 的 化 学 交 到 

从 分 子 筛 纯化 结果 我 们 推测 AsGSTEO WR 
体 , 为 了 进一步 验证 ,我 们 做 了 化 学 交 联 实验 ,用 
2% 甲醛 交 联 摸索 了 不 同 的 时 间 梯 度 , 分 别 为 10， 
30, 60 和 120 min, 从 交 联结 果 可 以 看 出 , 交 联 后 溶 
液 中 AsGSTE6 存在 单 体 、 二 聚 体 和 四 聚 体 3 种 状态 ， 
但 是 随 着 交 联 时 间 的 延长 , 单 体 和 四 聚 体 AsCSTF6 
的 浓度 越 来 越 低 ,二 聚 体 占 比 最 高 。 由 此 猜测 如 果 
加 大 交 联 剂 浓度 并 加 长 交 联 时 间 ,AsCSTF6 在 溶液 
中 就 确实 是 以 二 聚 体 的 状态 存在 (图 5) 。 
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图 4 重组 蛋白 AsGSTEG 的 分 子 得 层 析 图 谱 (A) 和 分 子 得 纯化 后 的 SDS-PAGE 分 析 (B) 

Fig. 4 Molecular sieve chromatographic profile of the recombinant protein AsGSTE6 ( A) and SDS-PAGE analysis after SEC (B) 
A: 分 子 得 层 析 图 横 轴 表示 层 析 体积 (mL) , 纵 轴 表 示 280 nm 紫外 吸收 值 ( mAU) , 4) 6 E is EA — 1-93 SE RS 3E ME ERDEN 60.09 mL (The 
horizental axis represents the volume ( mL) and the vertical axis represents the absorbance at 280 nm ( mAU) , and there was only one distinct peak in the 
chromatography, with the peak position at 60.09 mL). B: M: 蛋白 分 子 量 标准 物 Protein molecular weight marker; 1; 过 柱 前 的 蛋白 样品 AsGSTEG 
before column binding; 2 -9: AsGSTEG 分 子 得 层 析 纯 化 出 峰 对 应 的 第 41 -48 号 管 蛋白 样品 The corresponding no. 41 — 48 fractions of AsGSTEG 
tested by SDS-PAGE. 
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图 5 重组 AsCSTF6 蛋白 的 化 学 交 联 
Fig. 5 Chemical crosslinking of the recombinant AsGSTEG protein 




















M: 蛋白 标准 分 子 量 Protein molecular weight marker; 1, 3, 5, 7: AsGSTE6 不 含 甲 醛 在 25?C 2) SN E; 10, 30, 60 和 120 min (对 照 ) AsGSTEG 
without formaldehyde incubated at 25%C for 10, 30, 60 and 120 min, respectively (CK); 2, 4, 6, 8: AsGSTE6 H 296 甲醛 25% 2: EK 10, 30, 60 和 
120 min ( AsGSTEG6 with 2% formaldehyde incubated at 25*C for 10, 30, 60 and 120 min, respectively). 
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2.6 AsGSTE6 的 蛋白 结晶 

将 纯化 后 的 AsGSTF6 浓缩 至 约 12 mg/mL, Æ 
Index" -HR2-144( Index) , Crystal Screen" -HR2-110 
(Kit. I ) 8I Crystal Screen 2™-HR2-112 (Kit T ) 353 
个 结晶 试剂 盒 的 192 RE FEIT mE HR 
中 在 Kit 工 的 46 号 条 件 (0.1 molL 二 甲 肿 酸 钠 ， 
0.2 mol/L KARE, 1896. w/v 聚 乙 二 醇 8000) 
(图 6: A) I Index 66 号 条 件 [0.1 mol/L XX(2-X5 Hi 


100x 


AE) AA- CER HT AE) Hot pH 5.5, 0.2 mol/L 硫酸 
ER, 2596 w/v 聚 乙 二 醇 3350] 下 出 现 的 晶体 较 大 (图 
6: B)。 重 复 这 两 个 条 件 , 同 时 用 无 蛋白 的 缓冲 液 作 
对 照 ,结果 只 有 和 蛋白 结晶 。 尝 试 将 66 号 条 件 下 的 唱 
体 挑 出 送 至 上 海光 源 衍射 ,分 辨 率 能 达到 3 A ,但 由 
于 数据 衍射 质量 不 高 ,未 能 解析 结构 。 后 续 还 需 学 
试 各 种 条 件 提高 晶体 的 衍射 质量 以 收集 数据 解析 晶 
体 结构 。 





6  AsGSTEG 的 蛋白 晶体 
Fig. 6 Crystals of AsGSTE6 
A; Kit [ 8 46 号 条 件 长 出 的 AsGSTE6 蛋白 晶体 Crystals of AsGSTE6 grown in the condition of Kit [-46; B; Index 的 66 号 条 件 长 出 的 AsGSTE6 


蛋白 晶体 Crystals of AsGSTE6 grown in the condition of Index-66. 


3 讨论 


蚊虫 是 传染 病 传 播 的 主要 媒介 ,为 抑制 蚊 媒 传 
染病 的 传播 ,施用 杀 虫 剂 是 广泛 使 用 的 方法 ,但 现 如 
今 很 多 蚊虫 都 出 现 抗 药性 的 现象 ,因此 ,对 蚊虫 抗 药 
性 机 制 的 研究 也 越 来 越 受 到 人 们 的 关注 。GSTs 是 
广泛 存在 于 植物 .动物 和 好 氧 生物 中 的 一 类 多 功能 
家 族 酶 ,二 聚 体 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 位 于 N 端 和 C 端 
结构 域 的 中 间 有 一 个 独立 的 活性 催化 位 点 ,该 位 点 
由 谷 胱 甘 肽 结合 位 点 (GSH binding site，G-site ) 和 
玻 水 底 物 结合 位 点 (hydrophobic substrate bingding 
site, H-site) 组 成 ,G-site 和 H-site 组 成 一 个 完整 的 
催化 单元 (Frova，2006 ) 。 根 据 目 前 的 研究 推测 ， 
GSTs 的 G-site 均 有 一 个 氨基 酸 残 基 与 谷 胱 甘 肽 的 
琉 基 形成 一 对 氢 键 使 GSH 的 琉 基 变 成 活性 负离子 
状态 ,从 而 进入 激活 状态 ,这 样 才能 够 与 异 生 质 反 
Wi. GST 的 重要 功能 是 通过 催化 还 原型 三 肽 谷 胱 甘 
Jk (y-glutamyl-glycine ) GSH 的 亲 核 进攻 以 代谢 玻 水 


性 毒物 如 杀 虫 剂 等 。 另 外 , GSTs 能 非 催化 性 地 结合 
和 转运 大 量 内 源 和 异 生 质 化 合 物 ( Wang et al., 
2008 ) 。 

中 华 按 蚊 是 传播 疙 疾 的 主要 媒介 。 为 了 研究 
GSTs 介 导 其 抗 药性 产生 的 机 制 ,本 研究 通过 对 筛选 
出 的 参与 中 华 按 蚊 抗 药性 的 关键 GST 基因 AsGSTe6 
进行 生物 信息 学 分 析 、 分 子 克 隆 ,在 大 肠 杆菌 原核 表 
达 体 系 中 表达 出 有 活性 的 GST, 并 通过 纯化 获得 高 
纯度 的 AsGSTE6 ,最 后 结晶 顺利 获得 了 生长 状态 较 
好 的 晶体 。 虽然 目前 晶体 的 衍射 质量 还 不 理想 ,但 
后 续 可 以 通过 尝试 对 目的 蛋白 的 浓度 、pH 值 、 结 品 
条 件 中 沉 演 剂 的 浓度 、 盐 浓度 和 缓冲 液 的 pH 、 种 类 
等 多 个 条 件 进 行 优化 来 提高 衍射 分 辨 率 。 本 工作 为 
今后 得 到 高 分 辩 率 的 晶体 并 解析 AsGSTEG 的 三 维 
结构 打下 了 基础 。 

在 昆虫 GSTs 三 维 结构 未 知 的 情况 下 , 酶 与 杀 
虫 剂 或 天 然 底 物 的 相互 作用 以 及 基因 突变 和 序列 多 
态 性 对 抗 性 的 影响 等 ,这 些 在 分 子 水 平 上 是 无 法 理 
解 的 。 所 以 ,基于 AsGSTE6 的 空间 结构 ,从 结构 生 
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物 学 的 角度 出 发 可 直观 清晰 地 阐释 其 代谢 蚊虫 杀 虫 
剂 的 分 子 机 制 。 鉴 于 本 研究 已 成 功 获得 单一 的 野生 
型 AsGSTE6 晶体 , 后续 可 以 尝试 将 AsGSTE6 与 有 
机 磷 等 杀 虫 剂 进行 共 结 唱 , 得 到 含有 杀 虫 剂 底 物 的 
复合 物 晶体 更 能 彻底 地 从 原子 分 辩 率 水 平分 析 其 代 
谢 机 理 ,并且 基 于 分 子 结构 识别 天 然 底 物 ,有望 研制 
出 更 有 效 的 杀 虫 剂 进行 蚊虫 防 控 。 总 之 ,本 研究 为 
后 续 AsGSTEG 晶体 结构 的 解析 奠定 了 基础 ,也 为 进 
一 步 深 入 探讨 AsGSTEG 介 导 中 华 按 蚊 代谢 抗 性 的 
分 子 机 制 提供 了 基于 结构 生物 学 的 新 思路 。 
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